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RESUMO

A pesquisa com animais em testes de seguranca de produtos cosméticos,
farmacéuticos, de higiene pessoal e agrotoxicos tem sido alvo de diversos debates
éticos e cientificos. A crescente preocupacao ética com o bem-estar animal, aliada
aos avancos tecnolégicos, tem impulsionado a busca por modelos experimentais que
sejam mais precisos, rapidos e economicamente viaveis. Diante desse cenario, 0
desenvolvimento de métodos alternativos, como 0s testes in vitro, surge como uma
promissora alternativa. Os meétodos in vitro apresentam diversas vantagens em
relacdo aos testes em animais, como maior reprodutibilidade, menor custo e menor
sofrimento animal. No entanto, ainda existem desafios a serem superados, como a
necessidade de padronizacao dos protocolos e a qualificagéo de profissionais. Diante
disso, esta revisdo sistematica analisou a literatura sobre a utilizacdo de métodos in
vitro no Brasil, com o objetivo de avaliar sua eficacia na substituicdo dos testes em
animais e analisar como os pesquisadores nacionais estdo utilizando dos métodos ja
reconhecidos nacionalmente. Os resultados demonstraram um crescente interesse e
adocao desses métodos no pais, com destaque para a avaliacdo de irritacdo cutanea
e ocular, fototoxicidade e genotoxicidade. Os métodos alternativos representam uma
ferramenta valiosa para a industria cosmética e farmacéutica, contribuindo para o
desenvolvimento de produtos mais seguros e éticos. A legislagdo brasileira tem
avancado na direcdo de incentivar a ado¢ao desses métodos, mas é fundamental que
haja um continuo investimento em pesquisa e desenvolvimento para aprimorar as

metodologias existentes e criar novas alternativas.

PALAVRAS-CHAVE: Métodos Alternativos; Testes in vitro; Bem-estar animal;
Legislacéo nacional



ABSTRACT

Animal testing in the safety assessment of cosmetics, pharmaceuticals, personal care products
and pesticides has been the subject of numerous ethical and scientific debates. Growing
ethical concerns about animal welfare, coupled with technological advancements, have driven
the search for experimental models that are more precise, rapid, and cost-effective. In this
context, the development of alternative methods, such as in vitro tests, emerges as a promising
alternative. In vitro methods offer several advantages over animal testing, such as greater
reproducibility, lower cost, and reduced animal suffering. However, there are still challenges
to be overcome, such as the need for standardization of protocols and the qualification of
professionals. In view of this, this systematic review analyzed the literature on the use of in
vitro methods in Brazil, with the aim of assessing their effectiveness in replacing animal testing
and analyzing how Brazilian researchers are using the methods already recognized nationally.
The results demonstrated a growing interest and adoption of these methods in the country,
with emphasis on the assessment of skin and eye irritation, phototoxicity, and genotoxicity.
Alternative methods represent a valuable tool for the cosmetics and pharmaceutical industry,
contributing to the development of safer and more ethical products. Brazilian legislation has
been advancing towards encouraging the adoption of these methods, but it is essential that
there be continuous investment in research and development to improve existing

methodologies and create new alternatives.

KEYWORDS: Alternative methods; In vitro tests; Animal welfare; National legislation
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1 INTRODUCAO

Medicamentos, cosmeéticos e produtos de higiene pessoal desempenham um
papel fundamental na vida humana globalmente. Essas formulagdes contém diversos
excipientes, principios ativos e insumos quimicos que precisam ser compreendidos
tanto individualmente quanto em conjunto na composicdo final, € onde entra os
diversos testes de seguranca toxicologica, de efetividade, fototoxicidade, entre outros,
gue sdo requeridos por organiza¢cfes regulamentares. Comumente na historia, tais
testes eram feitos utilizando de animais ndo humanos para 0S experimentos
(Geaquinto et al., 2022).

Durante grande parte da historia esses estudos cientificos com modelos
animais ndo foram significativamente questionados em razdo de seu alto reflexo
social, como o desenvolvimento de vacinas contra doengas, como raiva, tétano e
difteria. A pratica comum de sacrificar animais para obter érgdos e tecidos, ou mesmo
induzir a morte para determinar a dose letal de substancias, gera debates acalorados
(Disner, 2019; Monteiro, Silva, 2021).

A utilizacdo de animais em experimentos cientificos € um tema complexo que
envolve interesses contraditorios. De um lado, a necessidade de desenvolver novos
medicamentos e tratamentos para doencas graves impulsiona a pesquisa em modelos
animais. Por outro lado, a crescente demanda por produtos estéticos e cosmeéticos
tem expandido o uso de animais em testes, muitas vezes para fins considerados
supérfluos pela sociedade. Essa dicotomia gera um debate sobre até que ponto 0s
beneficios para a saude humana justificam o sofrimento e a morte de animais, e
levanta questionamentos sobre a ética da experimentacdo animal em areas como a
industria da beleza (Monteiro, Silva, 2021).

O principio dos 3Rs, estabelecido h&d mais de 50 anos, representa um marco
para a pesquisa animal, sendo incorporado a legislacdo mundial (Russel, Burch,
1959). Essa abordagem visa reduzir, substituir e refinar o uso de animais em
experimentos, promovendo a ciéncia de alta qualidade e o desenvolvimento de
modelos mais préximos da biologia humana. A presséo da sociedade e os principios
da bioética, juntamente a necessidade de prever com maior precisdo a seguranca e a
eficacia de novos produtos, evitando o uso de animais e garantindo resultados mais
relevantes para a saude humana, tém levado ao desenvolvimento de cada vez mais

métodos alternativos, que incluem técnicas in vitro, modelos computacionais e
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simulagfes, e visam substituir completamente ou diminuir o nimero de animais
utilizados nos testes, além de refinar os procedimentos para minimizar o sofrimento e
0 estresse dos animais (Disner, 2019; Eberlin et al., 2019).

Defensores dos direitos animais argumentam que a dor e o sofrimento infligidos
aos animais sdo inaceitaveis e que o uso de animais em experimentos deve ser
banido. No entanto, a comunidade cientifica defende a importancia desses estudos
para o avanco da medicina e outras areas. Diante desse dilema, a bioética tem
desempenhado um papel crucial, buscando conciliar os beneficios da pesquisa com
0 bem-estar animal (Disner, 2019; Monteiro, Silva, 2021).

Os métodos alternativos oferecem varias vantagens, como maior rapidez,
menor necessidade de méo de obra e melhor custo-beneficio. Além disso, ha a
possibilidade de utilizar métodos in vitro que utilizam células ou tecidos cultivados fora
do organismo em condi¢Bes laboratoriais controladas, ou até in silico utilizando de
simulacdes e modelos computacionais, que nao requerem material bioldgico (Disner,
2019; Santos et al., 2021). Assim, o conhecimento atual dos métodos alternativos que
possam substituir ou reduzir o uso de animais em pesquisas e garantir a
disponibilidade de ingredientes e produtos cada vez mais seguros é essencial para o
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do pais.

Diante do exposto, este trabalho se deteve a compilar informacfes quanto a
utilizacdo de métodos alternativos empregados no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos, cosméticos e agrotoxicos em trabalhos publicados em periodicos
indexados no periodo de 2019 a 2024.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO MUNDIAL SOBRE A EXPERIMENTACAO ANIMAL

Discussdes envolvendo animais e saude humana vém acontecendo desde
antes de 300 a.E.C.. Hipocrates, por fins didaticos, em 450 a.E.C., ja relacionava os
orgaos humanos e os de animais, e o Corpus Hippocraticum, de 350 a.E.C., possui
relatos do uso de animais em experimentos, com o passar dos anos a experimentacao
nesses seres vivos se tornou mais comum e vém sendo utilizada como forma de se
compreender a anatomia, fisiologia e rea¢gdes que possam aprimorar o conhecimento
sobre doencas e seus mecanismos, bem como para controle e qualidade de novas
drogas, cosméticos e agrotoxicos criados (Presgrave, 2008; Santos et al., 2021).

Por outro lado, a preocupacdo sobre bem estar animal e os aspectos éticos
envolvendo tais experimentos se tornou crescente e é refletida desde o final do século
XVIII, com filésofos como Voltaire e Kant criticando a crueldade animal e refutando a
ideia que os animais sao incapazes de sofrer, e posterior criacdo da Lei Inglesa British
Anticruelty Act combatendo a crueldade no uso de animais em 1822 e logo em seguida
(1824) a criagédo da primeira Sociedade de Prevencdo a Crueldade Animal (Society
for the Prevention of Cruelty to Animals — SPCA) na Gra-Bretanha. O Reino Unido foi
pioneiro na legislacao de protecado animal, aprovando a primeira lei contra a crueldade
em 1876. No entanto, a conscientizacédo sobre o bem-estar animal se difundiu mais
amplamente no século XX. A India, a Franca e os Estados Unidos aderiram a essa
tendéncia, promulgando leis semelhantes nos anos de 1960, 1963 e 1966,
respectivamente (Disner, 2019; Andrade et al., 2023; Prado, Bizawu, 2023).

Em 1959, Russell e Burch, no livro The Principles of Humane Experimental
Technique, abordaram o conceito dos 3Rs na experimenta¢do animal, que significam
Reduzir, Refinar e Substituir (Reduction, Refinement e Replacement) os experimentos
usando cobaias sempre que possivel (Pedro, Bento, 2023). Além do mais, diversas
legislacdes foram implementadas para regular o uso de animais em pesquisas,
estabelecendo critérios rigorosos para a aprovagcao de protocolos experimentais e
exigindo que 0s animais sejam tratados com o maximo cuidado, bem como exigir a
implantacdo e validagdo de modelos alternativos aos experimentos tradicionalmente
executados. Diante disso, foram criados conselhos e comités de ética para monitorar
0 cumprimento dessas normas e garantir 0 bem-estar dos animais utilizados em

pesquisas (Disner, 2019; Monteiro, Silva, 2021).
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A investigacdo de alternativas a experimentagdo animal iniciou-se em 1969,
com a criacdo do Fund for the Replacement of Animals in Medical Experiments -
FRAME no Reino Unido, iniciativa pautada em pro do Principio dos 3Rs. A descoberta
de diferencas metabdlicas entre humanos e animais impulsionou a necessidade de
modelos mais precisos e a validagéo de novas metodologias (Pedro, 2021).

A partir da década de 1980, a politica de estimulo a essas alternativas se
intensificou, com a criacdo de centros de documentacdo e validacdo em diversos
paises, como o0 Zentrealstelle zur ErfassungBewertung von Ersatz und
Erganzungsmethoden zum Tierversuch - ZEBET (Alemanha), sendo o primeiro do
tipo, criado em 1989, seguido em 1991 pela criagdo do European Centre for the
Validation of Alternative Methods - ECVAM (Europa), em 1997 do Interagency
Coordinating Center for the Validation of Alternative Methods - ICCVAM (EUA), em
2005 do Japanese Centre for the Validation of Alternative Methods - JaCVAM (Jap&o)
e, mais recentemente, no ano de 2013, apOs diversas tentativas de implantacao,
antes até da Lei Arouca, o Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos -
BraCVAM (Brasil), o que mostra que no Brasil, a busca de mudanca da
experimentacdo animal para métodos alternativos, até mesmo do saber sobre esses
métodos, vém sendo um processo lento (Presgrave, 2008; Presgrave et al., 2016;
Pedro, 2021).

Uma peca chave no avanco internacional sobre os metodos alternativos foi a
Organizacéao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico, do inglés Economic
Co-operation and Development (OECD), criada em 1959, a qual desempenha um
papel central na validacdo de métodos alternativos. Suas principais funcdes incluem
coordenar e harmonizar politicas, discutir questdes de interesse comum e colaborar
na solugéo de problemas internacionais. A OECD estabelece diretrizes de ensaios
amplamente aceitas, que sdo utilizadas por instituicdes independentes, Orgaos
governamentais e setores industriais. O desenvolvimento de métodos validados pela
OECD e as publicacbes dos guias de testes (testing guide - TG) possibilitou a
substituicdo do uso de animais em pesquisas de produtos cosméticos em muitos
paises (Eberlin et al., 2019; Pedro, 2021).

2.1 HISTORICO NACIONAL SOBRE A EXPERIMENTACAO ANIMAL

A primeira legislacdo nacional que visava proteger os direitos dos animais é de

1886 e teve como objetivo coibir os maus-tratos e castigos fisicos a animais usados
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em veiculos de tracdo. Com posterior abordagem sobre experimentacdo cientifica
com animais em 1934, no Decreto-Lei n° 24.645, e em 1941, com o Decreto n° 3.688,
houve o estabelecimento de prisdo como pena para atos de crueldade animais,
inclusive aqueles ocorridos nas préaticas com fins cientificos (Prado, Bizawu, 2023).
Em 1979, a Lei n° 6.638, estabeleceu normas para a pratica didatico-cientifica da
vivissec¢ao de animais de maneira a minimizar o sofrimento, autorizando a realizacéo
da pratica em todo territorio nacional.

Em 1988, a Constituicdo Federal reconheceu a importancia da protecao animal,
impondo ao Estado o dever de preservar a fauna (artigo 225, inciso VII). Essa prote¢éo
foi reforcada em 1998 com a Lei de Crimes Ambientais (Lei n°® 9.605/1998), que
tipificou o crime de maus-tratos contra animais, incluindo aqueles praticados em
atividades como ensino e pesquisa, quando existirem recursos alternativos (Brasil,
1998). O Decreto Brasileiro numero 4.725, de 9 de junho de 2003, determina que uma
das atividades do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) é
estabelecer as regras e procedimentos de controle de qualidade para a rede de
laboratorios de saude, tarefa, porém, complexa devido a diversidade de produtos e a
auséncia de validacdo internacional para muitos métodos, demonstrando a
importancia que se tinha de criar um centro de validagdo nacional (Presgrave et al.,
2016; Prado, Bizawu, 2023).

Apenas em 2008, com a Lei Arouca (Lei n° 11.794/2008) houve a
regulamentacdo do uso de animais em ensino e pesquisa, estabelecendo critérios
rigorosos para garantir o bem-estar animal nessas atividades, com essa lei, houve
também a criacdo, em cada instituicio de pesquisa, da Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) e, a nivel nacional, do Conselho Nacional de Experimentacédo Animal
(CONCEA) (Decreto n° 6.899/2009). Entretanto, a lei ndo estabeleceu que sempre
gue existissem métodos alternativos, os animais ndo poderiam mais ser utilizados, e
nao se tinha um centro para auxiliar a coordenagao dos estudos sobre esses métodos
e sua validacao (Brasil, 2008; Presgrave et al., 2010).

O Brasil, em linha com a tendéncia mundial, aderiu aos padrdes da OECD para
validacdo de métodos alternativos e seus guias de testes como base para os métodos.
Como resultado, em julho de 2012, o Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacoes e
Comunicagdes (MCTIC) criou a Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA),
renovada em 2024 com prazo de trés anos, a qual € responsavel por promover a

implementacédo, o desenvolvimento e a validagdo de métodos alternativos ao uso de
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animais, além da adocdo de métodos alternativos ao uso de animais nas atividades
de ensino e pesquisa. Em setembro do mesmo ano, mas lancado oficialmente em
2013, foi instituido o Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos
(BraCVAM), fruto de uma parceria entre o Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS) da Fundacédo Oswaldo Cruz (Fiocruz) e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Passos esses importantes e essenciais no avango da
pesquisa cientifica nacional (Presgrave et al., 2016).

Diante disso, diferentes estados, comecaram a aprovar leis que proibem a
utilizacdo de animais para desenvolvimento, experimento e teste de produtos
cosmeéticos e de higiene pessoal, perfumes e seus componentes, tendo como
principiante o estado de Sao Paulo (Lei n°® 15.316/2014), seguido de: Mato Grosso do
Sul — Lei n° 4.538/2014; Parana — Lei n° 18.668/2015 (atualizada pela Lei n°
21.657/2023); Amazonas — Lei n® 289/2015; Para — Lei n° 8.351/2016; Rio de Janeiro
— Lei n® 7.814/2017; Minas Gerais — Lei n® 23.050/2018; Pernambuco — Lei n°
16.498/2018; Santa Catarina — Lei n° 18.009/2020; Distrito Federal — Lei n°
6.721/2020; Espirito Santo — Lei n® 11.325/2021; Acre — Lei n°® 3.797/2021; Paraiba —
Lei n® 12.310/2022; Mato Grosso — Lei n°® 12.316/2023; Rio Grande do Norte — Lei n°
11.617/2023.

Respectivamente nos anos de 2014, 2016, 2019 e 2022, 41 métodos
alternativos validados foram reconhecidos no Brasil pelo CONCEA a partir da
promulgacdo das Resolu¢cbes Normativas (RN) n° 18, 31, 45 e 56 (Quadro 01) com
prazo limite estabelecido de 5 anos para a substituicdo obrigatéria dos métodos
originais pelos alternativos (Concea, 2014, 2016, 2019, 2022a).

Em 2022, substituindo a RN 17/2014, que dispos sobre o reconhecimento de
métodos alternativos ao uso de animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica,
a RN CONCEA n° 54 estabelece que métodos alternativos, devidamente validados e
com reconhecimento internacional, tornam-se oficialmente adotados no Brasil apés
sua publicacdo no Diéario Oficial da Unido, com prazo de 5 anos para adequacao
(Concea, 2022Db).

Em 2023, a Resolucédo n° 58, traz um marco histoérico para a busca da extingao
do uso de animais em pesquisas cientifica, desenvolvimento e controle de produtos
de higiene pessoal, cosméticos e perfumes que utilizem em suas formulacbes
ingredientes ou compostos com seguranca e eficacia ja comprovadas cientificamente

e da outras providéncias. E traz no Art. 2° a obrigacdo do uso de métodos alternativos
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para testes de cosméticos que utilizem em suas formulagdes ingredientes ou
compostos cuja seguranca ou eficacia ndo tenham sido comprovadas cientificamente,
ressalvadas as competéncias de outros entes e 0Orgaos publicos com funcao
regulatoria (Brasil, 2023).

A legislacdo brasileira que trata dos direitos animais, iniciada no século XIX,
passou por um longo periodo de lentos avancos. No entanto, com a crescente
conscientizacdo sobre o tema e a pressdo da sociedade civil, tem experimentado
mudancas significativas nas Ultimas décadas. A pauta dos direitos animais, cada vez
mais presente no debate publico, impulsiona a busca por normas mais justas e

eficazes para proteger os animais.

2.2 PQLEMICAS SOBRE A EXPERIMENTAQAO ANIMAL AO LONGO DA
HISTORIA

“Imagine uma seringa sendo forcada garganta abaixo para injetar um produto
guimico em seu estbmago, ou ser contido e forcado a respirar vapores nauseantes
por horas. Essa é a cruel realidade dos testes em animais para milhées de ratos,
coelhos, cédes e outros animais no mundo todo.” (HSI, 2024)

A experimentacao animal, uma pratica controversa que envolve a utilizacdo de
animais vivos em pesquisas cientificas, tem sido objeto de debates éticos ha déecadas.
Apesar das contribui¢cdes para o avan¢o da medicina e da ciéncia, essa pratica suscita
guestionamentos sobre o sofrimento animal e a existéncia de métodos alternativos.
Animais sdo submetidos a uma variedade de procedimentos, como a inducdo de
doencas e a administracdo de substancias, com o objetivo de compreender doencas,
desenvolver novos tratamentos e avaliar a seguranca de produtos. Neste topico, serdo
abordados alguns experimentos polémicos envolvendo testes com animais.

O teste de Draize, um método controverso criado na década de 1940, € um
teste realizado em coelhos, que determina a irritacdo ocular induzida por
medicamentos, cosméticos e outras substancias quimicas. O teste de irritacdo ocular
ficou muito conhecido em 2021 através da animagao ‘Save Ralph’, nesse teste a
substancia é aplicada diretamente nos olhos do animal, que é mantido sob contencao
para evitar que feche as palpebras. Sem anestesia, 0os animais podem permanecer
até 3 semanas com o0s olhos abertos, sofrem intensa dor e podem desenvolver
inflamacdes, hemorragias, Ulceras e cegueira, tanto temporaria quanto permanente

(Figura 01). Apdés semanas de sofrimento, muitos sdo eutanasiados para analise
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(Andrade et al., 2023).

Figura 01: ‘Save Ralph’ e coelho vitima de testagem de irritacao ocular

Fonte: Liberdade roubada. Testes em animais. Disponivel em:
https://liberdaderoubada.wordpress.com/2013/09/28/teste-em-animais/. Acesso em: 10/09/2024

Ha também os testes de irritagcdo dermal, no qual os animais sdo submetidos a
um processo doloroso de depilacao e, em seguida, tém produtos quimicos aplicados
diretamente em sua pele exposta. Durante horas, os animais sdo imobilizados e
observados enquanto sofrem os efeitos da substancia, que podem incluir vermelhidéo,
inchago, sangramento e até mesmo a morte das células da pele (Figura 02). Ao final,

0s animais sdo eutanasiados para analise mais detalhada (Andrade et al., 2023).

Figura 02: Coelho apés teste de irritacdo dermal

Fonte: Adaptado de Andrade et al., 2023

Os testes de dose letal mediana (DL50) sdo particularmente cruéis. Nesses
testes, animais sao forcados a ingerir doses letais de substancias até que metade do

7z

grupo morra. O sofrimento é intenso, com sintomas como convulsdes, diarreia,
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dificuldade para respirar, sangramento e lesées em diversos 6rgaos. A morte, muitas
vezes, € lenta e dolorosa (Andrade et al., 2023). Outros testes similares sao os testes
de Toxidade Alcodlica e Tabaco, nos quais 0s animais sdo obrigados a inalar fumaca
e se embriagar, para que depois serem dissecados, a fim de estudar os efeitos de
suas substancias no organismo (Figura 03).

Figura 03: Cées inalando substancias para testes
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N

Fonte: Adaptado de Andrade et al., 2023

A ética e a ciéncia caminham lado a lado quando o assunto € a utilizacdo de
animais em pesquisas. A crescente compreensdo da senciéncia animal, aliada as
evidéncias cientificas que demonstram a limitada capacidade dos testes animais em
prever resultados em humanos, exige uma mudanca de paradigma. Métodos
alternativos, como os baseados em células humanas e modelos computacionais,
oferecem uma alternativa mais precisa e ética para o desenvolvimento de novos
produtos e medicamentos (Aguiar et al., 2019).

Quando questionado sobre os impactos da proibicdo de testes em animais para
cosmeéticos, o CONCEA, orgao regulador brasileiro, destacou que a experiéncia
europeia demonstra que essa medida ndo prejudica o avanco cientifico. Ao contrario,
a substituicdo de animais por métodos alternativos, como testes in vitro e modelos
computacionais, tem se mostrado mais precisa, rapida e econébmica. Essa mudanga
atende a crescentes demandas éticas da sociedade e contribui para o
desenvolvimento de produtos mais seguros e eficazes. Isto posto, torna-se

imprescindivel discutir alternativas a utilizacdo de animais (Aguiar et al., 2019).

2.3 METODOS ALTERNATIVOS
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Métodos alternativos ao uso de animais sao definidos como qualquer estratégia
gue permita substituir, reduzir ou refinar o emprego de animais em atividades
cientificas e pedagodgicas. Esses meétodos, validados e reconhecidos
internacionalmente, garantem a obtencao de resultados equivalentes aos obtidos em
modelos animais, com maior reprodutibilidade e menor sofrimento para os animais.
As metodologias alternativas podem envolver a utilizacdo de culturas de células,
modelos computacionais, reducdo do numero de animais por experimento ou o
refinamento de procedimentos para minimizar o desconforto animal (Brasil, 2009).

A comunidade cientifica brasileira vem explorando métodos alternativos para a
utilizacdo de animais em experimentos desde 1989. O marco inicial foi a publicacéo
de um artigo propondo a diminuicdo do numero de animais utilizados no ensaio de
DL50 (Presgrave et al., 2016). No Brasil, as metodologias sao classificadas pelo
CONCEA como métodos alternativos validados e métodos alternativos reconhecidos.

Os métodos alternativos validados séo aqueles cuja confiabilidade e relevancia
para um determinado objetivo foram estabelecidas por meio de varias etapas,
incluindo o desenvolvimento da metodologia, pré-validacao, validacéo formal e revisao
por um comité de especialistas. Esses métodos demonstram conformidade com
ensaios realizados em centros de validagdo ou com estudos internacionais, podendo
obter aceitacao regulatoria em nivel global, muitos deles baseados nas diretrizes da
OECD. Por outro lado, os métodos alternativos validados reconhecidos séo 0s ensaios
gue foram validados e posteriormente reconhecidos pelo CONCEA e aceitos pela
ANVISA no Brasil, tendo observancia obrigatéria no pais com prazo de 5 anos (Anvisa,
2012; Concea, 2022a).

O Brasil conta com trés entidades (BraCVAM, ReNaMA e CONCEA) para
realizar todo o processo, desde a validacdo, reconhecimento, aceitacado regulatéria e
implementacdo de métodos alternativos ao uso animal. Cada um deles desempenha
um papel especifico no processo, mas também colaboram entre si durante todo o
processo (Presgrave et al., 2016).

Um método alternativo pode consistir em um experimento in vivo que utilize um
modelo animal diferente do originalmente proposto, como por exemplo, a substituicéo
de primatas por vertebrados considerados filogeneticamente inferiores. Outra
possibilidade é o emprego de estagios larvais em substituicdo a animais adultos ou a
utilizacdo de microrganismos como modelos experimentais. Essas abordagens visam

reduzir o nUmero de animais utilizados e minimizar o sofrimento animal durante os
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procedimentos experimentais (Disner, 2019).

Além desses, observa-se uma crescente tendéncia a substituicdo de modelos
animais por testes in vitro. Nesses testes, células ou tecidos sao isolados de
organismos Vvivos e cultivados em condi¢fes controladas em laboratorio, permitindo a
realizacdo de experimentos sem a utilizagdo de animais. Os testes in vitro sdo uma
abordagem eficiente para avaliar substancias quimicas ou produtos nas fases iniciais
de desenvolvimento, permitindo o estudo da resposta celular em um sistema fechado
com condi¢des experimentais bem controladas (Disner, 2019; Santos et al., 2021).

No Brasil, 41 métodos alternativos validados foram reconhecidos pelo
CONCEA, entre os quais 28 sdo testes in vitro divididos entre os seguintes desfechos
experimentais: Avaliacdo do potencial de irritacdo e corrosdo ocular; Avaliacdo do
potencial de sensibilizacdo cuténea; Avaliacdo de sensibilizacdo dérmica; Avaliacdo
de efeitos estrogénicos; Avaliacdo de mutagenicidade; Avaliacdo de irritacdo e
corrosdo ocular; Efeitos em sistemas bioticos; Avaliacdo do potencial de irritacéo e
corrosdo de pele; Avaliacdo do potencial de fototoxicidade; Avaliacdo da absorcao
cutanea; Avaliacdo de genotoxicidade. Cada teste in vitro sera descrito no préximo
topico de maneira sucinta, categorizados segundo sua finalidade conforme as
diretrizes da OECD, visto que serdo o foco do presente trabalho, e os demais estaréao

listados no Quadro 01.

2.5 TESTES ALTERNATIVOS IN VITRO RECONHECIDOS PELO CONCEA

Todos os protocolos séo de facil acesso por meio das publicacdes disponiveis
na biblioteca da OECD on-line e por meio do compéndio ‘Métodos Alternativos ao uso
de animais em pesquisa reconhecidos no Brasil’ desenvolvido pela Academia de
Ciéncias Farmacéuticas do Brasil (ACFB) e a Academia Nacional de Farmacia (ANF),
juntamente com a Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial (ABDI) em 2019.

2.5.1 Avaliacéo do potencial de irritagcdo e corroséo da pele

Permite a identificacdo de substancias e misturas ndo-corrosivas e corrosivas
de acordo com o Sistema Global de Harmonizacéo de Classificacdo e Rotulagem das
Nacbes Unidas (ONU) de substancias quimicas (GHS).

2.5.1.1 OECD TG 430 - Corrosdo dérmica in vitro: Teste de Resisténcia Elétrica
Transcutanea

Baseia-se no método de teste de resisténcia elétrica transcutanea da pele do

rato, que utiliza discos de pele para identificar produtos corrosivos pela sua
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capacidade de produzir uma perda de integridade da camada cérnea normal e funcao
de barreira.

2.5.1.2 OECD TG 431 - Corrosao dérmica in vitro: Teste da Epiderme Humana
Reconstituida

Utiliza a epiderme humana reconstruida (RhE) (obtida a partir de queratindcitos
epidérmicos ndo transformados derivados de humanos) que imita de perto as
propriedades histologicas, morfologicas, bioquimicas e fisiolégicas das partes
superiores da pele humana, isto é, a epiderme. Baseia-se na premissa de que 0s
corrosivos sdo capazes de penetrar o estrato cérneo por difusdo ou erosao, sendo
citotoxicos as células das camadas inferiores. Esse teste demonstrou ser preditivo ao
teste in vivo de corrosédo dérmica usando coelhos.

2.5.1.3 OECD TG 435 - Teste de Barreira de Membrana in vitro

O método de teste utiliza uma membrana artificial projetada para responder a
substancias quimicas corrosivas de maneira similar a da pele do animal
(originalmente, coelhos) in situ. Detecta danos a barreira de membranas apos a
aplicacado do composto na superficie da membrana artificial.

2.5.1.4 OECD TG 439 - Teste de irritacdo Cutanea in vitro

Baseia-se no sistema de teste in vitro da epiderme humana reconstituida (RhE),
gue imita de perto as propriedades bioquimicas e fisioldgicas das camadas superiores
da pele humana, isto €, a epiderme, permitindo a identificacdo de compostos quimicos
irritantes manifestados principalmente por eritema ou edema. Estes sdo o resultado
de uma cascata de eventos iniciados pela penetragdo do composto pelo estrato
cérneo, danificando as camadas de queratinécitos e outras células da pele. O sistema
de teste RhE utiliza queratindcitos nao transformados, derivados de humanos, como
fonte celular para reconstruir um modelo epidérmico com histologia e citoarquitetura
representativas.

2.5.2 Avaliacéo do potencial de irritacdo e corroséo ocular

2.5.2.1 OECD TG 491 - Teste in vitro de curta duracdo para danos oculares

Baseia-se na citotoxicidade, usando o ensaio viabilidade celular MTT, em uma
monocamada confluente de células de cornea de coelho cultivadas em laboratério

2.5.2.2 OECD TG 460 — Teste de vazamento de fluoresceina

Avalia o potencial de corrosividade ocular e irritagéo severa por meio de danos
a uma monocamada epitelial confluente impermeavel. Os efeitos sdo medidos por um

aumento da permeabilidade da fluoresceina de sodio mediante a monocamada
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epitelial de células de rim canino Madin-Darby cultivadas em insertos permeaveis.

Embora o método de teste fluoresceina ndo seja considerado valido como um
substituto completo para o teste do olho de coelho in vivo, é recomendado para uso
como parte de uma estratégia de teste escalonada para classificacdo e rotulagem
regulamentar.

2.5.2.3 OECD TG 492 — Epitélio corneal humano reconstruido

Avaliacao de risco ocular sobre modelos tridimensionais-3D comerciais que sdo
produzidos utilizando queratindcitos humanos primérios, como EpiOcular® e
SkinEthic®, medido pelo ensaio de viabilidade celular MTT.

2.5.2.4 OECD TG 437 — Teste de Opacidade e Permeabilidade da Coérnea
Bovina

Avalia o risco potencial ao olho pela inducdo da opacidade (medidos por
diminuicdo da transmissdo da luz) e aumento da permeabilidade (medido pelo
aumento da passagem de corante de fluoresceina de sddio) de cérnea bovina isolada,
proveniente de gado recém-abatido para consumo.

2.5.2.5 OECD TG 438 — Teste de Olho de Galinha

Avalia o risco de uma substancia quimica pela habilidade de induzir toxicidade
em um olho de frango enucleado (removido da 6rbita e proveniente de abatedouros,
eliminando a necessidade de animais de laboratorio). S8o medidas a opacidade, o
dano ao epitélio, 0 aumento da espessura e 0os danos morfologicos macroscopicos.

2.5.2.6 OECD 494 - Vitrigel - Teste de irritacdo ocular para identificacdo de
substancias quimicas que nado requerem classificagcdo e rotulagem para irritacao
ocular ou sério dano ocular.

Este teste mede o potencial de irritacdo ocular de um produto quimico de teste
com base em sua capacidade de induzir danos a funcao de barreira do epitélio da
cérnea humana (hCE) em modelos usados no método Vitrigel-EIT.

2.5.3 Avaliacéo do potencial de Fototoxicidade

2.5.3.1 OECD TG 432 - Teste de Fototoxicidade in vitro 3T3 NRU

Identifica o potencial fototoxico de uma substancia induzida por excitacao
guimica apds exposicdo a luz pela reducdo relativa da viabilidade das células
expostas ao composto na presenca versus auséncia de luz. Utiliza uma linhagem
celular de fibroblasto murinho.

2.5.4 Avaliacdo da absorcéao cutanea

2.5.4.1 OECD TG 428 - Absorcao Cutanea meétodo in vitro
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A substéancia teste é aplicada na superficie da amostra de pele que separa duas
camaras de difusdo, uma camara doadora e uma receptora entre as quais €
posicionada a pele. E mensurada a propagacdo de substancias quimicas para o
interior e através da pele até um reservatorio de fluido e podem utilizar pele ndo viavel,
para medir a difusdo de produtos quimicos apenas, ou usar pele fresca,
metabolicamente ativa, para simultaneamente medir difusdo e metabolismo cutaneo.

2.5.5 Avaliacéo de genotoxicidade

2.5.5.1 OECD TG 487 - Teste do Micronucleo em Célula de Mamifero in vitro

O método detecta micronucleos no citoplasma formados por quebras ou perdas
cromossOmicas apos a exposicdo. Linfocitos de sangue periférico primarios humanos
cultivados ou de outros mamiferos e um grande numero de linhagens celulares de
roedores podem ser usadas.

2.5.6 Avaliacdo do potencial de sensibilizag&o cutanea

2.5.6.1 OECD TG 442D - Sensibilizacéo cutanea in vitro

Utiliza uma linhagem celular aderente imortalizada derivada de queratindcitos
humanos-HaCaT estavelmente transfectados com um plasmideo selecionavel. A
linhagem celular contém o gene da luciferase sob o controle transcricional de um
promotor constitutivo de um gene que é conhecido por ser supraregulado por
sensibilizadores de contato.

2.5.7 Avaliacédo de sensibilizagdo dérmica

25.7.1 OECD TG 442E - Sensibilizacdo cutanea in vitro: ensaios de
sensibilizagdo cuténea in vitro abordando o evento chave na ativagdo de células
dendriticas no Caminho da Resposta Adversa (AOP) para sensibilizacdo cutanea

Utiliza o método h-CLAT, que quantifica mudancas na expressao de
marcadores de superficie celular associados ao processo de ativacdo de mondcitos e
células dendriticas (DC) (ou seja, CD86 e CD54), na linhagem de células de leucemia
monocitica humana THP-1, apds exposicdo a sensibilizadores. Os niveis de
expressdo medidos dos marcadores de superficie celular CD86 e CD54 sédo entdo
usados para dar suporte a discriminac&o entre sensibilizadores e ndo sensibilizadores
da pele.

2.5.8 Avaliagcédo de mutagenicidade

2.5.8.1 OECD TG 473 - Teste in vitro de aberracdo cromossdmica de
mamiferos

O teste de aberracdo cromossOmica in vitro identifica produtos quimicos que
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induzem aberracdes cromossOmicas estruturais (quebras, exclusées e rearranjos) em
culturas de linhagens celulares estabelecidas ou culturas de células primarias,
incluindo linfécitos de sangue periférico humano ou de outros mamiferos.

2.5.8.2 OECD TG 476 - Teste in vitro de mutacdo génica de células de
mamiferos usando os gens Hprt and xprt.

Para o ensaio XPRT, o transgene bacteriano gpt que codifica a enzima XPRT,
um analogo bacteriano da enzima de proteina HPRT de mamiferos, € usado. A
localizagdo autossémica do locus gpt permite a deteccao de certos eventos genéticos.

2.5.8.3 OECD TG 490 - Testes in vitro de mutacdo génica em células de
mamiferos usando gen Timidinaquinase.

Os ensaios usam duas linhas celulares heterozigotas da timidina quinase (TK)
especificas, de maneira a identificar produtos quimicos que causam mutacdes
genéticas no gene reporter TK.

2.5.8.4 OECD TG 471 — Teste de mutacéo bacteriana reversa

Este teste usa cepas especificas de duas espécies de bactérias, Salmonella
typhimurium e Escherichia coli. Cada cepa contém mutac¢fes identificadas em um
gene de biossintese de amino&cidos como o gene reporter. Essas mutacdes impedem
0 crescimento bacteriano na auséncia do aminoacido no meio de crescimento. A
exposi¢cao a mutagénicos pode induzir uma mutacdo (uma reversao) que restaurara a
sequéncia de DNA do tipo selvagem, ou o fendtipo do tipo selvagem, e a capacidade
funcional da bactéria de sintetizar o aminoacido essencial e, portanto, crescer no meio
sem o aminoacido necessario.

2.5.9 Avaliacéo de irritacédo e corrosao ocular

2.5.9.1 OECD TG 496 - Teste macromolecular in vitro para identificacdo de
substancias quimicas que induzem dano ocular severo e substancias quimicas que
nao requerem classificacdo para irritagcdo ocular ou dano ocular severo

Baseia-se no uso de uma matriz macromolecular e um disco de membrana para
entrega do produto teste. Os produtos quimicos de teste que podem causar S€rios
danos oculares/irritacdo ocular devem ser capazes de promover desnaturacdo de
proteinas, ou seja, desdobramento de proteinas e mudancas na conformacao que
resultam na ruptura e desagregacao da matriz macromolecular altamente organizada.
Essas mudancgas produzem turbidez que pode ser medida pelo aumento resultante na
densidade Optica.

2.5.10 Efeitos em sistemas bibticos
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2.5.10.1 Método OECD TG 319-A - Determinacédo do clearance intrinseco in
vitro

Baseia-se no uso de hepatécitos criopreservados de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (RT-HEP) para determinar o CL, IN VITRO, INT de um produto
guimico de teste usando uma abordagem de deplecao de substrato.

2.5.10.2 Método OECD TG 319-B - Determinacao do clearance intrinseco in
vitro

Baseia-se no uso da fracdo subcelular S9 do figado (RTS9) da truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) para determinar a depuracéo intrinseca in vitro (CL, IN VITRO,
INT) de um produto quimico de teste usando uma abordagem de deplecdo de
substrato.

2.5.11 Avaliacao de efeitos estrogénicos

2.5.11.1 OECD TG 493 - Teste baseado na performance para ensaios in vitro
de receptor estrogénico humano recombinante (hrER) para detectar substancias
guimicas com afinidade de ligacdo ER — Avaliacdo de efeitos estrogénicos

Este ensaio mede a capacidade de um ligante radiomarcado ([3H]17[-
estradiol) de se ligar ao ER na presenca de concentragdes crescentes de um produto
guimico de teste (ou seja, concorrente)

2.5.11.2 OECD TG 455 - Teste baseado na performance para ensaios in vitro
de transativacdo transfectada estavel para detectar agonistas e antagonistas de
receptor estrogénico.

As linhagens celulares usadas nesses ensaios expressam receptores
estrogénicos (ER) e foram transfetadas de forma estavel com um gene repoérter de
luciferase responsivo a ER. Os ensaios séo usados para identificar produtos quimicos
gue ativam (ou seja, agem como agonistas) e também suprimem (ou seja, agem como
antagonistas) a transcricao dependente de ER.

2.5.12 Avaliacéo de toxicidade aguda

2.5.12.1 OECD TG 129 - Estimativa da dose inicial para teste de toxicidade
aguda oral sistémica

Trata do uso de testes de citotoxicidade para estimar as doses iniciais que
serdo utilizadas em testes de toxicidade aguda oral sistémica, minimizando o nimero
de animais.

2.5.13 Efeitos enddcrinos

2.5.13.1 OECD TG 456 — Ensaio de Esteroidogénese H295R
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Baseia-se no uso de linhagem de células de adrenocarcinoma humano H295R,
gue expressa genes que codificam todas as enzimas-chave para a esteroidogénese.
Apés um periodo de aclimatacdo de 24h em placas multipocos, as células séo
expostas por 48 h a sete concentragdes do produto quimico de teste em pelo menos
triplicado e as concentragdes sao medidas.

2.5.14 Efeitos androgénicos

2.5.14.1 OECD TG 458 — Ensaio de ativacdo transcripcional de receptores
androgénicos humanos transfectados para deteccdo de atividade agonista e
antagonista de substancias quimicas

Baseia-se no uso de linhagens celulares que expressam receptores
androgénicos (AR) e foram transfectadas de forma estavel com um gene repoérter de
luciferase responsivo a AR, e sao usadas para identificar substancias quimicas que
ativam (ou seja, agem como agonistas) ou inibem (ou seja, agem como antagonistas)
a transcricao dependente de AR. De maneira que se houver ativacdo do receptor,
resultard em um aumento da expressao celular da enzima luciferase. A enzima entao
transforma o substrato em um produto bioluminescente que pode ser medido
guantitativamente com um luminémetro.

2.5.15 Teste de Ativacdo de Mondcitos

O teste utiliza sangue humano como reagente. Os mondcitos, um tipo de
glébulo branco, sdo isolados do sangue. Os monacitos isolados s&o incubados com a
amostra do produto que se deseja analisar. Se a amostra contiver pirogénios, 0s
mondcitos serao ativados e produzirdo substancias inflamatérias, como a interleucina-
1 beta (IL-1B). A quantidade de IL-1B8 produzida é medida utilizando técnicas de
imunoensaio. Essa quantidade € diretamente proporcional a quantidade de pirogénios

presentes na amostra.
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Quadro 01: Métodos alternativos validados reconhecidos no Brasil, Resolu¢gbes Normativas e desfechos experimentais

Método alternativo

Desfecho experimental

RN n°18, de 24
de setembro
de 2014

RN n° 31, de
18 de agosto
de 2016

RN n° 45, de
22 de outubro
de 2019

Método OECD TG 437 - Teste de Permeabilidade e Opacidade de Cérnea Bovina
Método OECD TG 438 - Teste de Olho Isolado de Galinha

Método OECD TG 460 - Teste de Permeacao de Fluoresceina

Método OECD TG 430 - Corrosao dérmica in vitro: Teste de Resisténcia Elétrica Transcutanea
Método OECD TG 431 - Corrosao dérmica in vitro: Teste da Epiderme Humana Reconstituida
Método OECD TG 435 - Teste de Barreira de Membrana in vitro

Método OECD TG 439 - Teste de irritacdo Cuténea in vitro

Método OECD TG 432 - Teste de Fototoxicidade in vitro 3T3 NRU

Método OECD TG 428 - Absorcao Cutanea método in vitro

Método OECD TG 429 - Sensibilizacdo Cuténea: Ensaio do Linfonodo Local

Método OECD TG 442A e 442B - Versbes nao radioativas do Ensaio do Linfonodo Local
Método OECD TG 420 - Toxicidade Aguda Oral - Procedimento de Doses Fixas

Método OECD TG 423 - Toxicidade Aguda Oral - Classe Toxica Aguda

Método OECD TG 425 - Toxicidade Aguda Oral - procedimento "Up and Down"

Método OECD TG 129 - estimativa da dose inicial para teste de toxicidade aguda oral sistémica
Método OECD TG 487 - Teste do Micronucleo em Célula de Mamifero in vitro

Método OECD TG 491 - Teste in vitro de curta duracéo para danos oculares

Método OECD TG 492 - Epitélio corneal humano reconstruido

Método OECD TG 442C - Sensibilizacéo cutanea in chemico

Método OECD TG 442D - Sensibilizacdo cutanea in vitro

Método OECD TG 421 - Teste de triagem para toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento

Método OECD TG 422 - Estudo de toxicidade repetida combinado com teste de toxicidade reprodutiva

Teste de Endotoxina Bacteriana (Farmacopeia Brasileira)

Teste de Ativagdo de Mondcitos (MAT)

Avaliacdo do potencial de
irritacé@o e corrosdo ocular

Avaliacdo do potencial de
irritagéo e corrosdo da pele

Avaliacdo do
Fototoxicidade
Avaliacdo da absor¢do cutédnea
Avaliacdo do potencial de
sensibilizacdo cutanea

potencial de

Avaliacao de toxicidade aguda

Avaliacéo de genotoxicidade

Avaliacdo do potencial de
irritacéo e corroséo ocular
Avaliacdo do potencial de
sensibilizacdo cutanea

Avaliacao de toxicidade
reprodutiva

Avaliacdo da contaminacgdo
pirogénica em produtos
injetaveis

Avaliacdo da
pirogénica
injetaveis

contaminacéao

em produtos



RN n° 56, de 5
de outubro de
2022
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Método OECD TG 442E - Sensibilizacdo cutanea in vitro: ensaios de sensibilizacdo cutanea in vitro
abordando o evento chave na ativacdo de células dendriticas no Caminho da Resposta Adversa
(AOP)para sensibilizacdo cutanea

Método OECD TG 455 - Teste baseado na performance para ensaios in vitro de transativacao
transfectada estavel para detectar agonistas e antagonistas de receptor estrogénico

Método OECD TG 493 - Teste baseado na performance para ensaios in vitro de receptor estrogénico
humano recombinante (hrER) para detectar substancias quimicas com afinidade de ligacdo ER
Método OECD TG 456 - Ensaio de Esteroidogénese H295R

Método OECD TG 458 - Ensaio de ativagao transcripcional de receptores androgénicos humanos
transfectados para deteccéo de atividade agonista e antagonista de substancias quimicas

Método OECD TG 471 - Teste de mutacdo bacteriana reversa

Método OECD TG 473 - Teste in vitro de aberragdo cromossémica de mamiferos

Método OECD TG 476 - Testes in vitro de mutacdo génica de células de mamifero usando os gens
Hprt and xprt

Método OECD TG 490 - Testes in vitro de mutacdo génica em células de mamifero usando gen
Timidinaquinase

Método OECD TG 494 - Vitrigel - Teste de irritagdo ocular para identificacdo de substancias quimicas
que nao requerem classificacdo e rotulagem para irritacdo ocular ou sério dano ocular

Método OECD TG 496 - Teste macromolecular in vitro para identificacdo de substancias quimicas que
induzem dano ocular severo e substancias quimicas que nao requerem classificagdo para irritacao
ocular ou dano ocular severo

OECD TG 495 - Ensaio de fotorreatividade por Ros (Espécies oxigénio reativas)

Método OECD TG 212 - Peixe, teste de toxicidade a curto prazo em estagios embrionarios e recém
nascidos

Método OECD TG 236 - Toxicidade aguda em embrido de peixe (FET)

Método OECD TG 319-A - Determinacao do "clearance" intrinseco "in vitro" usando hepatécitos
criopreservados de Truta Arco-iris (RT-HEP)

Método OECD TG 319-B - Determinac¢éo do "clearance" intrinseco "in vitro" usando fra¢@o sub-celular
S-9 de Truta Arco-iris (RT-S9)

Fonte: Concea, 2014, 2016, 2019, 2022

Avaliacdo da
dérmica

sensibilizacéo

Avaliacado de efeitos

estrogénicos

Avaliacao de efeitos endécrinos
Avaliagéo de efeitos
androgénicos

Avaliacdo de mutagenicidade

Avaliacao de irritacdo e corroséo
ocular

Avaliacao de fotorreatividade

Efeitos em sistemas biéticos
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3.0 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um levantamento bibliografico acerca da utilizacdo de métodos alternativos
in vitro que estao sendo utilizados para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos,

agrotoxicos e cosméticos no periodo de 2019 a 2024.
3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar quais métodos in vitro estdo sendo empregados para substituir os testes em
animais na avaliacao da seguranca e eficacia de produtos;

Realizar uma reviséo integrativa da literatura sobre a utilizacdo dos métodos in vitro
validados e reconhecidos nacionalmente;

Avaliar a eficacia dos métodos in vitro em estudos realizados no Brasil;

Identificar as principais lacunas de conhecimento nacional e as &reas que necessitam

de mais pesquisas.
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4.0METODOLOGIA

Este estudo consiste em uma revisao integrativa de literatura (RIL), que
possibilita a identificacdo, sintese e andlise abrangente de trabalhos sobre um tema
especifico. Para isso, foram seguidas as etapas a seguir: definicdo do tema e
formulacdo da questdo de pesquisa; elaboracdo dos critérios de elegibilidade,
incluindo e excluindo estudos; levantamento de publicagcdes nas bases de dados;
categorizacdo e andlise das informacdes obtidas; avaliacdo dos estudos
selecionados; e apresentacdo dos resultados, que inclui uma analise critica dos
achados e uma sintese da reviséo (Silva et al., 2020).

Para a elabora¢éo da pergunta norteadora deste estudo, utilizou-se a estratégia
de T.Q.O. (T — Tema; Q — Qualificador, caracteristica; O — Objeto de pesquisa
individuo, populacdo, procedimento, dispositivo), sendo respectivamente > T:
métodos alternativos ao uso de animais; Q: O qualificador "in vitro" delimita o escopo
da pesquisa para métodos que utilizam células e tecidos cultivados em laboratério.;
O: métodos validados e reconhecidos no Brasil (Dantas et al., 2021).

Assim sendo, a presente RIL tem como pergunta norteadora: “Como os
métodos in vitro estdo sendo utilizados para o desenvolvimento de uma industria
farmacéutica e cosmética mais ética e eficiente, sem comprometer a seguranca dos
produtos?”. Pergunta pertinente visto que a utilizacdo de animais em experimentos
cientificos € um tema controverso e cada vez mais questionado pela sociedade. A
busca por alternativas é impulsionada por razfes éticas, cientificas e econémicas. Os
métodos in vitro, que utilizam células e tecidos cultivados em laborat6rio, apresentam-
Se como uma promissora alternativa, com potencial para reduzir o sofrimento animal
e gerar resultados mais precisos e relevantes para a saiude humana.

Apoés definicdo da pergunta norteadora, para a construcdo desse estudo as
bases de dados utilizadas foram a BVS (Biblioteca Virtual em Saude), a qual aborda
as bases de dados: LILACS; MEDLINE; MEDCARIB; PAHO-IRIS; WHOLIS, CAFe
(Comunidade Académica Federada) da CAPES e Google Académico. A busca dos
artigos foi realizada em formulario avancado, no intervalo de anos entre 2019-2024,
sendo considerados como descritores os codigos de cada método alternativo in vitro
listados a seguir: OECD TG 455, OECD TG 129, OECD TG 456, OECD TG 458,
OECD TG 471, OECD TG 494, OECD TG 437, OECD TG 492, OECD TG 460, OECD
TG 491, OECD TG 442D, OECD TG 442E, OECD TG 493, OECD TG 473, OECD TG
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476, OECD TG 490, OECD TG 496, OECD TG 319-A, OECD TG 319-B, OECD TG
430, OECD TG 431, OECD TG 435, OECD TG 439, OECD TG 348, OECD TG 432,
OECD TG 428, OECD TG 487 e Teste de Ativacdo de Mondcitos; os quais foram
utilizados separadamente. Na BVS e CAFe CAPES, utilizou-se do artificio de
selecionar apenas as produgdes nacionais, sem restringir idioma, enquanto que no
Google Académico por ndo ter essa opc¢ao de busca, foram selecionados como filtros
0s artigos serem de paginas em portugués e excluindo a palavra reviséo, afim de que
as buscas abordassem trabalhos escritos nacionalmente. A busca foi realizada no
més de junho de 2024.

Foram elencados como critérios de inclusdo: artigos completos disponiveis
integralmente, nas bases de dados elencadas, da area de saude, experimentais e que
utilizassem dos métodos alternativos selecionados. Foram excluidas publicacbes que
nao respeitassem a delimitacdo do tema para area de saude e ndo utilizassem dos
métodos em experimentos. Todos os artigos que resultaram na busca avancada foram
separados para leitura de titulo e resumo e verificagcdo quanto aos critérios de
inclusdo, para posterior leitura integral dos selecionados e analise critica do conteudo.
Além dos artigos obtidos, para entender melhor o contexto atual da questdo da
experimentacdo animal e metodologias alternativas, sites e publicacbes de
organizacdes sem fins lucrativos (ONGs), como a Humane Society International (HSI)
e governamentais como o Concea e o Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao

também foram analisados.
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5.0 RESULTADO E DISCUSSAO

Foram coletados ao todo 83 artigos das bases de busca. Houve, entdo, duas
etapas de exclusdo baseadas em artigos duplicados, visto que alguns trabalhos
abordaram mais de um método alternativo sendo encontrado em mais de uma busca,
e a segunda exclusdo ocorreu baseado em como os métodos estavam sendo
abordados em cada artigo (Figura 04). Por fim, foram selecionados 14 trabalhos para
compor essa revisdo, como pode ser observado no Quadro 02.

Figura 04: Fluxograma da selecdo de artigos a cada etapa de verificacdo dos critérios de
inclusdo/excluséo

BVS 13
CAFe da CAPES 25
Google Académico 45
TOTAL 83

v

Estudos pesquisados nas
bases de dados para —p
formulacio dos resultados

1? exclusao: artigos
TOTAL 32 €— duplicados, titulos/resumo
incompativel com o tema

v
2? exclusao: artigos que TOTAL
abordaram o uso dos — Artigos: 14

metodos em outro Contexto

Fonte: autoral

Foi observado que dos 28 métodos que foram o foco do estudo, apenas 11
foram apresentados nos trabalhos selecionados, os métodos: OECD TG 437, OECD
TG 438, OECD TG 431, OECD TG 439, OECD TG 432, OECD TG 428, OECD TG
129, OECD TG 487, reconhecidos pela RN n° 18 (2014), OECD TG 491, OECD TG
492, reconhecidos pela RN n°® 31 (2016) e OECD TG 442E, reconhecido pela RN n°

56 (2022). Os trabalhos e métodos relacionados estao descritos no Quadro 02.
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Quadro 02: Referéncias encontradas e os respectivos métodos alternativos utilizados e objetivos

- ' METODO (S) DESFECHO
REFERENCIA TITULO DO ARTIGO UTILIZADO OBJETIVO NO ARTIGO EXPERIMENTAL
Chemical Characterization and o~
. Biotechnological Applicability of Testar a fototoxicidade de pigmentos Avahac;_ao e
Silva et al., 2019 : .| OECD TG 432 : potencial de
Pigments Isolated from Antarctic bacterianos ey
. fototoxicidade
Bacteria
Innovative  strategy  based on
mechanisms to substitute animal | OECD TG 437 | Avaliar e classificar a irritacdo ocular | Avaliagdo do
Andrade et al., 2020 testing for ocular toxicity assessment of de formulacdes agroquimicas com | potencial de irritacdo
agrochemical formulations market in | OECD TG 491 | métodos in vitro e corrosao ocular
Brazil
Application of the adverse outcome
Bezerra et al., 2020 anwaysggzmggi(gﬁ o c;?griisglgatmo% S VS || ML GF) IMBIRIEELE (e I:gr?lslﬁ)(i;lioa ao @
B ; X P 442E nanomateriais amplamente utilizados | ~ 7 ~. ¢
nanomaterials using new approach dérmica
methods
\S/:ggililtr;!tatll(g:c-cl)—)e(;g?h%nbeyEof?:ct-srlssgﬁ Investigacéo dos efeitos toxicoldgicos Avaliagéo . do
Napoledo-Tavares et al, 2020 e . OECD TG 439 ) potencial de irritagao
Inflammation, Homeostasis, and da fucoxantina x
) e corrosdo da pele
Metabolism
Toxicity of topically applied drugs Comparar a irritacio cutinea e Avaliacao do
Tavares et al., 2020 beyond skin irritation: Static skin model | OECD TG 439 -OMpa ag potencial de irritacdo
" sistémica de um farmaco ~
vs. Two organs-on-a-chip e corrosao da pele
Uso de fragmentos
Ex Vivo Human Skin: An Alternative | OECD TG 431 | de pele ex-vivo de cirurgias plasticas | Avaliacao do
Eberlin et al., 2021 Test System for Skin Irritation and eletivas como sistema de teste para a | potencial de irritacdo
Corrosion Assays OECD TG 439 | execucao dos métodos | e corrosdo da pele
alternativamente a pele reconstituida
Effects of UV-filter Photostabilizers in
the Photostability and Phototoxicity of . . ~_ | Avaliacédo do
Scarpin et al., 2021 Vitamin A Palmitate Combined with | OECD TG 432 AT 95 cieiigs @ (s potencial de
fotoestabilizadores de avobenzona S
Avobenzone and Octyl fototoxicidade
Methoxycinnamate
In Vitro Evaluation . . ~
of the Photoprotective Potential éc\)/ra:lllaors?ogotot?sﬂlc;((jjige dzc:‘rag?uens § Avaliacdo do
Teixeira et al., 2021 of Quinolinic Alkaloids Isolated | OECD TG 432 PO: 9 potencial de
. : endofitico P. s
from the Antarctic  Marine  Fungus echinulatum fototoxicidade

Penicillium echinulatum for Topical Use




Gagosian et al., 2022

Geaquinto et al., 2022

Infante et al., 2022

Ueoka et al., 2022

Bagatin et al., 2023

Choksi et al., 2024

Fonte: autoral
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The potencial use of kraft lignins as

Avaliacdo do

natural_ mgregjlentes for gosmeglc_s: OECD TG 439 Avaliar a irritacao cutanea de ligninas potencial de irritacao
Evaluating their photoprotective activity kraft ~
Sk S ) e corrosdo da pele
and skin irritation potential
Analisar fatores que influenciam no
The importance of metrological tools to teste de absorcéo cuténea para poder Avaliacso da
implementation of alternative method | OECD TG 428 | comparar entre estudo e testes, absorgéo cutinea
OECD TG 428 gerando maior confiabilidade nos &
experimentos
Avaliar a seguranca do emprego e 0s
Safety and efficacy of combined efeitos sinérgicos das associacdes de o
. . : . X e . Avaliacao do
essential oils for the skin barrier Oleos essenciais de arvore, lavanda, :
C . ; - OECD TG 432 ; ; potencial de
properties: In vitro, ex vivo and clinical eucalipto e tangerina na pele com .
; . L . fototoxicidade
studies ajuda de estudos in vitro, ex vivo e
clinicos
OECD TG 129 Avaliacdo de
. . o toxicidade aguda
Avaliar o potencial citotdxico, —
: o . Avaliacao do
Flow cytometry as an alternative OECD TG 432 fototdxico e genotdxico dos extratos otencial de
method to evaluate genotoxicity of de Centella asiatica, Castanha da |} .
. . o Y fototoxicidade
natural cosmetic actives India, Hamameélis, Blend, Ecoblend e
OECD TG 487 Cafeina Avallaga'o' de
genotoxicidade
Compara o desempenho de uma
Bioprinted and manual human epiderme humana bioimpressa (B- | Avaliacao do
epidermis production: A compared | OECD TG 439 | RHE) com uma reconstruida | potencial de irritacdo
performance for skin irritation tests manualmente (M-RHE) no teste de | e corrosédo da pele
irritacdo cutanea in vitro
Avaliacao de formulagbes
OECD TG 437 | @droquimicas para determmar se 0s
métodos in vitro poderiam atribuir
Retrospective evaluation of the eye com precis@do as classificagbes de | Avaliagdo do
irritation  potential of agrochemical risco de irritacdo ocular do Sistema | potencial de irritacdo
formulations OECD TG 438 | Globalmente = Harmonizado  das | e corroséo ocular
Nac¢bes Unidas para Classificacdo e
OECD TG 492 | Rotulagem de Produtos Quimicos

(GHS)
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Visto que a maioria dos testes que foram apresentados em trabalhos sé&o das
resolucdes mais antigas, pode-se supor que o ndo aparecimento dos demais € devido
ao recém reconhecimento e o pais ainda estar se adequando a eles. O mesmo pode
ter acontecido para o restante, pois apesar de serem reconhecidos ha cerca de uma
década, ainda é recente para o Brasil. Além disso, € valido ressaltar que os descritores
utilizados buscam apenas pelos codigos de cada método, de maneira que artigos que
utilizam dos nomes nao foram regastados nas buscas. Quando comparamos com 0S
avancos em direcao a substituicdo de experimentos com animais para os métodos
alternativo de outros paises, vemos que a Unido Europeia, por exemplo, proibiu a
comercializacdo de produtos cosméticos contendo ingredientes testados em animais
em 2013, o que veio acontecer no Brasil apenas em 2023 (Scarpin et al., 2021).

As normativas do CONCEA estabelecem a obrigatoriedade da substituicdo de
ensaios em animais por métodos alternativos, com base no desfecho toxicologico e
independentemente da categoria do produto. Os prazos para cumprimento das duas
primeiras normas ja expiraram. A norma de 2019 exige a ado¢cao dos novos métodos
até o final de 2024, enquanto a de 2022 estabelece o prazo de 2027.

Antes de 2019, os métodos in vivo eram o padrdo da industria para avaliar
desfechos toxicolégicos e eram respaldados pela ANVISA. Contudo, estudos
cientificos demonstram que a extrapolacéo dos resultados de testes em animais para
a espeécie humana é limitada, com taxas de erro que podem variar de 50% a quase
100%. Essa discrepancia entre modelos animais e humanos reforga a necessidade
de desenvolver e implementar métodos alternativos que sejam mais preditivos para a
saude humana (Aguiar et al., 2019).

Assim, com 0s avanc¢os da ciéncia e desenvolvimento de métodos alternativos,
como os métodos in vitro, ttm se tornado o melhor caminho a ser seguido. Em
comparacdo com os modelos animais, os métodos in vitro apresentam diversas
vantagens, como menor custo, maior reprodutibilidade dos resultados e a
possibilidade de controlar as variaveis experimentais de forma mais precisa (Ueoka et
al., 2022). Além disso, a crescente conscientizacdo sobre o bem-estar animal e as
exigéncias do mercado consumidor tém impulsionado a substituicdo dos testes em
animais por métodos alternativos, contribuindo para o desenvolvimento de produtos
cosmeéticos éticos e inovadores.

Os 14 estudos analisados, abordaram sete desfechos experimentais diferentes

utilizando métodos alternativos, entre eles: Avaliacdo do potencial de irritacdo e
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corrosdo da pele — 5 estudos; Avaliacdo de sensibilizacdo dérmica — 1 estudo;
Avaliacdo da absorcdo cutanea — 1 estudo; Avaliacdo do potencial de irritacdo e
corrosdo ocular — 2 estudos; Avaliagcdo do potencial de fototoxicidade — 5 estudos;
Avaliacéo de toxicidade aguda — 1 estudo; e Avaliacao de genotoxicidade — 1 estudo.
13 estudos abordaram apenas um desfecho e 1 estudo, o de Ueoka et al. (2022)
abordou trés desfechos diferentes: Avaliacdo do potencial de fototoxicidade; Avaliacéo
de toxicidade aguda; e Avaliacdo de genotoxicidade (Quadro 02).

Ueoka et al. (2022), fez uso de trés diferentes diretrizes de métodos alternativos
para pesquisar por completo a seguranca de extratos de Centella asiatica, Castanha
da india, Hamamélis, Blend, Ecoblend e Cafeina. Utilizou as diretrizes do OECD TG
487 para avaliar genotoxicidade, o qual é usado para determinar se compostos
guimicos induzem quebras cromossOmicas e se ha aumento ou diminuicdo na
proliferacdo de células de mamiferos ndo tumorais em cultura, sendo de suma
importancia para as industrias de desenvolvimento. O OECD TG 129 foi utilizado para
avaliar a citotoxicidade. Esse ensaio busca avaliar o impacto de substancias quimicas
nas células, identificando alteracbes em processos vitais como proliferacdo e
viabilidade. O teste determina parametros como ICso e ICi0, que indicam a
concentracd0o necessaria para inibir o crescimento celular em 50% e 10%,
respectivamente, além de estimar a DLso, a dose letal para 50% das células, Unica
diretriz in vitro reconhecida para avaliacdo de toxicidade aguda.

Além dessas duas diretrizes, Ueoka et al. (2022) também fez uso do OECD TG
432, o qual foi um dos mais abordados nos estudos selecionados. Esse método visa
avaliar o potencial de fototoxicidade, desfecho também estudado por Silva et al.
(2019), Scarpin et al. (2021); Teixeira et al. (2021), e Infante et al. (2022). A
fototoxicidade € uma resposta aguda da pele causada por substancias fotorreativas
na presenca de luz solar, que pode ser categorizada como fotoirritacdo, fotoalergia e
fotogenotoxicidade (Scarpin et al., 2021; Infante et al., 2022).

A fotocitotoxicidade é avaliada pela reducdo da viabilidade celular apds
exposicao a amostra sob condi¢des de iluminagdo. A comparacéo entre a viabilidade
celular na presenca e na auséncia de luz permite identificar substancias com potencial
fototoxico. Substancias que apresentam fototoxicidade in vitro podem induzir reacdes
adversas em organismos Vvivos, especialmente apds aplicacdo topica ou sistémica,
devido a exposicdo a luz solar ou a fontes de luz artificiais (Silva et al., 2019; Ueoka

et al., 2022). Quando acontece um resultado positivo para fototoxicidade, sao
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necessarios mais testes para classificar a substancia corretamente, principalmente
em modelos 3D para simular a penetracao na pele in vivo (Teixeira et al., 2021; Infante
et al.; 2022).

O OECD 432 é um ensaio biolégico inicial crucial para a predicdo da
fotoseguranca de substancias. Quando um composto é classificado como 'sem
potencial fototdxico' nesse teste, devido a sua alta sensibilidade, considera-se que
nao ha necessidade de realizar testes adicionais, pois a auséncia de fototoxicidade é
considerada demonstrada (Scarpin et al., 2021; Teixeira et al., 2021). Caso contrario,
como dito anteriormente, novos testes devem ser realizados, visto que estudos com
algumas metodologias in vitro, como as culturas de células, devido a maior
sensibilidade e avaliacdo direta em cultura de células, podem ser limitados, além
disso, € um sistema basico simples em comparacdo com a arquitetura tridimensional
da pele que envolve conexdes e interacbes entre diferentes tipos de células e matriz
extracelular (Silva et al., 2019; Infante et al., 2022).

Assim, é importante utilizar outras metodologias em conjunto, como no estudo
de Ueoka et al. (2022), e/ou diferentes niveis de testes (monocamadas in vitro, ex vivo
e in vivo), como no estudo de Infante et al. (2022), que retrata que foi importante para
melhor acessar a seguranca e discutir a efichcia em diferentes concentracdes e
combinacg@es, para compreender melhor o comportamento de alguns compostos na
barreira da pele. A substancia pode ser citotoxica de acordo com a concentracao
utilizada, mas sua permeacao através do extrato cérneo pode ser limitada (Silva et al.,
2019; Infante et al., 2022).

J4 a avaliacdo da toxicidade ocular e cutanea pode ser também realizada in
vivo por meio do teste de Draize, utilizado ha mais de 80 anos, conforme a Diretriz de
Teste do OCDE n° 405. Nesse teste, sdo pontuados os danos a pele, cornea,
conjuntiva e iris, a fim de classificar o potencial de irritacdo ou corrosdo ocular. No
entanto, é importante destacar que esse método ndo passou por um processo oficial
de validacdo e mostrou-se pouco confiavel na previsdo da toxicidade ocular de
produtos quimicos em humanos, devido a variacbes entre observadores e entre 0s
animais, o que compromete a reprodutibilidade, especialmente para irritantes oculares
leves e moderados (Andrade et al., 2020; Gagosian et al, 2022; Choksi et al., 2024).

E consenso que modelos in vitro isolados apresentam limitagdes na predicéo
exata de resultados observados in vivo, sendo esperadas variacdes inter-modelos.

Entretanto, métodos in vitro se mostraram téo relevantes quanto modelos animais
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para prever efeitos oculares em humanos. Diante disso, Andrade et al. (2020) e Choksi
et al. (2024), apos testarem formulacdes seguindo as diretrizes do OECD TG 437,
438, 491 e 492, para a avaliagcédo do potencial de irritagcdo e corrosdo ocular, no geral,
esses estudos sugeriram que os métodos de teste in vitro podem ser usados para
identificar formula¢cdes agroquimicas que ndo exigem classificacdo para irritacdo
ocular, independentemente do tipo de formulacdo e acharam discrepancias entre a
classificacéo inicial da ANVISA e os resultados obtidos em seus estudos.

Os resultados de Choksi et al. (2024) mostram que aproximadamente 70% das
formulacbes agroquimicas registradas receberam a classificagdo de risco nédo
classificada para irritacdo ocular de acordo com o sistema de classificacdo do GHS,
dos quais os testes poderiam ser realizados in vitro, levando a uma reducédo
significativa do uso de animais. No estudo de Andrade et al. (2020), as formulagdes
gue foram classificadas como irritantes graves foram classificadas no esquema
ANVISA, que utilizou resultados in vivo pelo Teste de Draize, como moderadamente
ou levemente irritantes, refletindo a importancia de adotar a GHS e padronizar as
classificagbes. A implementagdo do sistema GHS pela ANVISA demonstrou a
relevancia desse sistema internacional para a harmonizacdo da classificacdo
toxicoldgica de agrotoxicos no Brasil (Andrade et al., 2020). A reclassificagéo realizada
evidencia que a adocao de critérios padronizados pode levar a uma avaliacdo mais
precisa e consistente dos riscos associados a esses produtos, corroborando com o0s
estudos.

Geaquinto et al. (2022) também discutem sobre a padronizagéo dos resultados.
Abordam em seu estudo, o qual retratou sobre o uso de ferramentas metrolégicas
para avaliar e comparar resultados da avaliacdo da absorcéo cutanea, que se tornou
um desafio comparar os resultados de diferentes laboratérios devido a grande
variabilidade das condi¢cdes experimentais. Mesmo que se discuta muito na literatura
sobre absorcdo cuténea, ndo ha padronizagdo tornando dificil a comparagédo e
uniformizacédo de resultados entre laboratorios.

Além do potencial de irritacdo e corrosdo ocular, ha também os métodos
reconhecidos para avaliar o potencial de irritacdo e corrosdo da pele, muito utilizados
pela industria cosmética. O uso de produtos cosméticos eficazes é particularmente
importante para manter a fisiologia da pele e melhorar a funcdo de barreira e a
hidratacédo da pele, prevenindo alteracdes cutaneas relacionadas ao ressecamento.

O Brasil, na pesquisa da Associacao Brasileira da Industria de Higiene Pessoal,
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Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC) (2024), ficou em terceiro lugar no Top 10
Mercados Consumidores de 2023 do Panorama do setor 2024 de produtos de higiene
e cosmeticos (Figura 05). A trajetéria do mercado de cosméticos brasileiro se mostra
crescente, consequentemente, h4 um aumento também do numero de testes

realizados para garantia da qualidade do produto e seguranca de quem faz uso.

Figura 05: O Brasil no mundo — Dados ao Consumidor — 2023
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O teste de irritacdo cutanea in vitro € uma ferramenta essencial para avaliar o
potencial corrosivo de substancias quimicas, conforme definido pelo GHS da ONU.
Ao analisar caracteristicas como a morfologia da pele, a funcdo de barreira e a
viabilidade celular, esse teste contribui para a avaliacdo da seguranca de produtos
guimicos e a prevencao de danos cutaneos irreversiveis irritantes (Eberlin et al., 2021,
Bagatin et al., 2023). Os estudos de Napoledo-Tavares et al. (2020), Tavares et al.
(2020), Eberlin et al. (2021), Gagosian et al. (2022) e Bagatin et al. (2023) abordaram
diretrizes que tém como desfecho a avaliacdo do potencial de irritagcdo e corroséo da
pele.

Napoledo-Tavares et al. (2020), Tavares et al. (2020), Gagosian et al. (2022) e
Bagatin et al. (2023) trataram de criar novos protocolos ou modelos de pele para
verificar os efeitos irritantes ou ndo-irritantes de substancias.

- Napoleado-Tavares et al. (2020): desenvolve um modelo de epiderme humana

reconstituida, compativel com aplicacdes de 6rgdo em um chip, para avaliar os efeitos
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toxicos da fucoxantina;

- Tavares et al. (2020): estuda um sistema com um modelo de pele que imita a
morfologia da pele humana em um circuito microfisiolégico associado a um modelo de
figado para comparar os eventos de toxicidade ap6s a exposicao tépica e sistémica
de substancias, uma vez que a avaliacdo hepatotoxica adicional fornece uma imagem
mais clara da toxicidade;

- Gagosian et al. (2022): testou uma nova técnica de pele que demonstrou boa
previsibilidade geral na classificagcdo de irritantes e ndo irritantes para a pele,
garantindo a qualidade dos dados de irritagdo, além de se assemelhar a epiderme
humana;

- Bagatin et al. (2023): estabeleceu um protocolo adaptado para bioimpressao
de uma metodologia manual de epiderme humana reconstruida, mostrando que essa
tecnologia pode influenciar no sistema de disperséo, devendo ter atencao sobre isso
e conhecimento de tais efeitos.

A engenharia de tecidos oferece uma alternativa ética e mais precisa a
experimentacdo animal. Ao criar modelos de tecidos humanos in vitro, é possivel
avaliar a eficicia e a seguranca de produtos de forma mais precisa e relevante para a
saude humana.

Em contrapartida aos modelos reconstituidos, Eberlin et al. (2021), discute
sobre o uso de pele ex-vivo, ainda mais no Brasil que a disponibilidade de tecidos néo
€ uma limitacdo ao uso de pele humana nativa como modelo in vitro. Enquanto o
excedente rotineiramente descartado como residuos infecciosos, seu uso constitui um
modelo alternativo vidvel e sustentavel. A pele nativa, segundo o EUCVAM, € um
modelo atrativo para estudos in vitro, pois preserva a complexidade da pele humana,
confluindo com os resultados do estudo, segundo os autores, que indicam que 0 uso
de fragmentos de pele ex vivo padronizados fornece uma classificacdo equivalente
aguela obtida com as diretrizes recomendadas da OECD, permitindo que este modelo
seja considerado uma opcéao potencial para uso nessas avaliacfes de seguranca.

Bezerra et al. (2020), que retrataram dados que auxiliam na compreensao dos
efeitos adversos relacionados a nanomaterais para a sautde humana com o uso do
OECD TG 442E, refletem que embora os testes em animais tenham sido o padréao
para avaliacdo de riscos, uma combinacdo de métodos ndo animais tem mostrado
resultados promissores e alta capacidade preditiva. Apesar de suas limitacdes, os

métodos ndo animais representam uma alternativa promissora para substituir os
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testes em animais.

Ademais, as Ultimas atualizac@es de legislacéo nacional sobre proibicdo de uso
de animais em testes e o reconhecimento de novos métodos alternativos no Brasil
geram um impacto significativo em diversos setores da industria, incluindo cosméticos,
guimicos, agroquimicos e farmacéuticos. Disner (2019), aborda a falta de treinamento
e preparacédo dos pesquisadores, entretanto, 0 CONCEA e a ANVISA, buscam difundir
0 conhecimento sobre esses métodos. Além disso, ha a Plataforma Regional de
Métodos Alternativos (PReMASUL), vinculada ao MERCOSUL, que promove a
capacitacdo de recursos humanos em meétodos alternativos, com cursos teoricos e
praticos realizados em laboratérios de referéncia como a Renama (INCQS-Fiocruz,
Inmetro e LNBio/CNPEM) e em laboratorios parceiros (publicos ou privados) (Eberlin
et al., 2019).

A difusdo do assunto e conhecimento do mesmo, além do desenvolvimento
atual constante de novas metodologias alternativas, facilitardo a transicdo dos testes
em animais para os métodos alternativos, auxiliando na constru¢cdo de conhecimento
nas areas de saude, cosmeéticos, higiene, agroquimicos, com abordagens mais

seguras e menos cruéis.
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS

A presente revisdo sistemética demonstrou a crescente ado¢cdo de métodos
alternativos aos testes em animais para a avaliacdo de seguranca de produtos
guimicos, especialmente no contexto brasileiro. Os 14 estudos analisados
evidenciaram a diversidade de métodos in vitro disponiveis e sua aplicagcdo em
diferentes areas, como a avaliacdo de irritacdo cutanea e ocular, fototoxicidade,
genotoxicidade e absorcdo cutanea. Os resultados obtidos nos estudos analisados
demonstram a relevancia e a confiabilidade dos métodos alternativos in vitro para a
predicdo da seguranca de produtos quimicos, corroborando com as diretrizes da
OECD e as regulamentac¢des nacionais, principalmente quando utilizados em conjunto
para confirmar os resultados.

A substituicdo gradual dos testes em animais por métodos in vitro traz diversos
beneficios, como a reducdo do sofrimento animal, a obtencdo de resultados mais
precisos e reproduziveis, e a diminuicdo dos custos associados a pesquisa. No
entanto, a implementacdo total dos métodos alternativos ainda enfrenta desafios,
como a necessidade de maior padronizacao dos protocolos, a qualificacdo de pessoal
e a atualizacao das infraestruturas laboratoriais. Além disso, a resisténcia cultural e a
falta de conhecimento sobre as vantagens dos métodos alternativos podem dificultar
sua adocdo em alguns setores, situacdo que sO vai ser revertida com a persisténcia
na divulgacdo dos métodos e desenvolvimentos de estudos comprovando sua
eficacia.

E fundamental destacar que o Brasil possui um grande potencial para se tornar
um lider na area de métodos alternativos, considerando a sua vasta rede de
instituicbes de pesquisa e a crescente demanda por produtos seguros e éticos. Ao
investir em métodos alternativos, 0 pais ndo apenas fortalecera sua producao
cientifica, mas também contribuira para o desenvolvimento de produtos mais seguros
e eficazes para a populagdo, além de promover o bem-estar animal. A otimizacdo da
importagcéo de insumos e a padronizacao dos protocolos sao passos essenciais para
alcancar esse objetivo.

A criacéo de politicas publicas que incentivem o desenvolvimento e a validacéo
de novos métodos, juntamente com a capacitacao de profissionais e a disseminacao
de informagdes sobre as vantagens dos métodos alternativos, sdo medidas essenciais

para acelerar essa transicdo. Em concluséo, os resultados desta revisdo demonstram
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gue os métodos alternativos aos testes em animais representam uma alternativa
promissora e ética para a avaliacdo da seguranca de produtos quimicos. A adoc¢ao
desses métodos contribui para o avango da ciéncia, a protecdo da saude humana e o

cuidado com os animais.
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